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Die folgenden Angaben sind den vom Anmelder eingeretchten Unterlagen entnommon 

Prufungsantrag gem. § 44 PatG ist gestellt 

<§) Verwendung von Enzyminhibitoren und pharmazeutische Zubereitung zurTherapie von dermatologischen 
Erkrankungen mit follikularen und epidermalen Hyperkeratosen und einer verstarkten 
Keratinozytenproliferation 

(§) Die Erfindung beinhaltet ein Verfahren, bei dem durch 
die Hemmung dor Enzymaktivitat der auf humanen Kg ra- 
ti nozyten experimierten Dipeptidy I peptidase IV (DP IV, 
EC3.4.14.5, CD 26) durch entsprechende spezifische Inhi- 
bitoren die Aktivierung und DNS-Synthese und da mit die 
Proliferation (Zellvermehrung) dieser Zellen supprimiert 
wird. Die Verwendung und pharmazeutischen Zuberei- 
tungen konnen zur unterstutzenden Th era pie von sowohl 
entzundlichen und nicht entzundlichen epidermalen Hy- 
pe rpro life rationszustan den (z. B. congenitale Ichthyosen 
und Psoriasis), benignen und malignen umschriebenen 
epidermalen clonalen Expansionen (z. B. Warzen, Condy- 
lome, aktinische Keratosen/Pracancerosen), benignen 

■ und matignen Hyperprotiferationszu&tanden (2. B. Akne) 

■ als auch benignen und malignen epithelialen Adnextu- 
1 moren und primaren und reaktiven Nagelzell-hyperproli- 

ferationen angewandt werden und sind fur die pharma- 
zeutische Industrie von Bedeutung. 
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Beschreibung 

Die Erfindung beschreibt. die Hemmung der Enzymaktivitat dcr Dipeptidylpcpiidasc IV (DP IV, E. C. 3.4. 14.5, CD26) 
bzw. DP TV analoger Enzyme hunianer Keratinozyten durch spezifische Inhibiioren auf der Basis von Aminosaurederi- 
5 vaten, Pepliden oder Peptidderivaten iiber die die Akliviening und DNS-Synthese und damil die Proliferation (Zellver- 
itiehrung) dieser Zellen supprinriert wird. 

Eine Reihe dennatologischcr Erkrankungen gehen mil follikularen und epidermalen Hyperkeratosen und einer ver- 
starktcn Keratinozytenproli fetation einher. Zu ihnen gehoren sowohl entzundliche und nicht entzundliche epidermale 
Hyperproliterationszuslande (z. B, congenilale Ichthyosen und Psoriasis), benigne und maligne umschriebene epider- 

10 male clonale Expansionen (z. B. Warzen, Condylome, akiinische Keratosen/Pracancerosen), benigne und maligne folli- 
kulare Ilyperproliferationszustandc (z. B. Akne) als auch benigne und maligne epitheliale Adnextumoren und primare 
und reaklive Nagelzellhyperproliferationen. Detailinformationen dazu sind in labelle 2 und Tabelle 3 enthalten. 

Pept.idasen wie die Dipeptidylpetida.se TV (DP TV, CD26, K C.3.4.14.5) sind fur die Regulation h/.w. Modulation von 
Wechselwirkungen zwischen Zellen besonders interessant, da sie als Ektoenzyme in der Plasmamembran der Zellen lo- 
ts kaiisicrt sind, Interaktioncn mit anderen extrazellularen Strukturen eingehen, pertiderge Bolensloffe durch enzymkataly- 
sierte Hydrolyse aktivieren bzw. inaktivieren und dadurch wichtig fur die Zell-Zell-Komniunikation sind [Yaron A, et 
al.: Proline-dependent structural and biological properties of peptides and proteins. CritRev Biochem Mol Biol 1993; 
28 : 31-81 ; Vanhoof G, et al.: Proline motifs in peptides and their biological processing. FASEB J 1995; 9 : 736-744], 
Es isl gezeigt worden, daB die DP TV im ProzeB der Aktivicrung und klonalen Expansion von Immun zellen, insbeson- 

20 dere von T-Lymphozyten eine Schlusselfunktion spielt [Fleischer B: CD26: a surface protease involved in T-cell activa- 
tion. Immunol Today 1994; 15: 180-184]. Der Enzymaktivitat der DP IV kemmi dabei eine besondere Rolle zu [An- 
sorge S. et al: Membranebound peptidases of lymphocytes: Functional implications. Biomed Biochem Acta 1991; 
50: 799-807; Tanaka T, et al. The costirnulatory activity of the CD26 antigen requires dipeptidyl peptidase IV enzymatic 
activity. Proc Natl Acad Sci USA 1993; 90 : 4586-4590]. Verschiedene Funktionen mitogenstimulierter mono-nuklearer 

25 Zellen und gereinigter T-Lymphozyten wie DNS-Synthese, Produktion von immunstimulierenden Zytokinen (TL-2, IL-6, 
IL-10, IL-12, IFN-7) und Helferfunkuonen fur B-Zellen (IgG- und IgM-Synthese) konnen in Oegenwart von spezifi- 
schen Inhibitorcn dcr DP IV gehenunt werden (Schon E, ct al.: The dipeptidyl peptidase IV, a membrane enzyme invol- 
ved in the proliferation of T lymphocytes. Biomed. Biochim. Acta 1985; 2, K9-K15; Schdn E, el al. The role of dipepti- 
dyl peptidase IV in human T lymphocyte activation. Inhibitors and antibodies against dipeptidyl peptidase IV suppress 

30 lymphocyte proliferation and inununoglobulin synthesis in vitro. Eur JImmunol 1987; 17: 1821-1 826; ReinholdD, et al. 
Inhibitors of dipeptidyl peptidase IV induce secretion of transforming growth factor-pi in FWM-stimulated PBMC and T 
cells. Immunology 1997; 91: 354-360]. 

Es ist bereitsbekannt, daB die Behandlung von Autoimmunerkrankungen und TVansplantatabstoBung durch Hemmung 
der auf Immunzellen lokalisierten Dipeptidylpetidase IV mit Hilfe von synthetischen Inhibitoren moglich ist (z. B. 

35 EP764151 Al, WO09529691, EP731789 Al, EP528858). 

Der Erfindung liegt der uberraschende Befund zugrunde, daB eine Hemmung der DPIV-Enzymaktivitat von Kerati- 
nozyten zu einer Suppression der DNS-Synthese und damit der Proliferation dieser Zellen fuhrt. 

Unsere Erfindung zeigt, daB zur Therapie von sowohl entziindlichen und nicht entziindiichen epidermalen Hyperpro- 
iiferationszustanden (z. B. congenital^ Ichthyosen und Psoriasis), benignen und malignen umschriebenen epidermalen 

40 clonalen Expansionen (z. B. Warzen, Condylome, aktinische Keratosen/Pracancerosen), benignen und rnalignen folliku- 
laren Hyperproliferationszustanden (z, B. Akne) als auch benignen und malignen epithelialen Adnextumoren und prima- 
ren und reaktiven Nagelzellhyperprohferationen Effektoren der Dipeptidylpeptidase IV-Enzymaktivitat geeignet sind. 

Die oben genannten Erkrankungen werden bisher topisch mit antiproliferativen und differenzierenden Substanzen 
(Salizylsaure, Hamstoff, endogene und synthetische Retinoide, Vitamin D3-Derivate, Kortikosteroide) sowie systemisch 

45 mit z. T. immunsuppressiven und antiproliferativen Praparaten (z. B. Cyclosporin A, Kortikosteroide, Retinoide) behan- 
delt. Meist kommen nicht Monotherapien sondern Arzneimittelkombinationen zura Einsatz. Insbesondere bei der syste- 
miscben Anwendung treten haufig unerwunschte Nebenwirkungen auf. DP IV-Inhibitoren wurden bei den genannten Er- 
krankungen eine neuartige, kostengunstige Therapieform und einen wertvollen alternativen Bestandteil der bestehenden 
integrierten Therapiekonzepte darstellen. 

50 Im einzelnen liegen der Erfindung die Befunde zugrunde, daB 

1. die DPIV-Enzymaktivitat, wie sie auf humanen adulten und neonatalen Keratinozyten exprimiert wird, durch 
Inhibitoren der DP IV gehemmt werden kann, 

2. diese Inhibitoren die DNS-Synthese von humanen Keratinozyten inhibieren. 

55 

Die Applikation von Enzyminhibitoren stellt somit bei den genannten Erkrankungen eine neuartige Methode und er- 
ganzende Hierapieform zur Behandlung von hyperkeratotischen Prozessen dar. 

Die crfindungsgemaB applizierten Effektoren der DP IV kfcnnen in pharmazeutisch anwendbaren Formulierungskora- 
plexen als Inhibitoren, Substrate, Pseudosubstrate. inhibitorisch wirkende Peptide und Peptidderivate, AntikSrper dieses 
60 Enzymes zur Anwendung kommen. Bevorzugte Effektoren sind 7. B. synthetische DPTV-Tnhihitoren wie Aminosaure- 
thiazolidide, -pyrrolidide, -piperidide. Derartige Verbindungen und deren Herstellung wurden in einem frUheren Patent 
beschrieben (K. Neubert et al., DD 296075 AS). 

Die verwendeten Inhibitoren werden mit bekannten Tragerstoffen verabreicht. Die Verabreichung erfogt einerseits als 
topische Applikation in Form von z. B. Cremes, Salben, Pasten, Gelen, Losungen, Sprays, liposomen, Schuttelmixtu- 
65 ren, Hydrokolloidverbanden bzw. anderen dermatologischen Grundlagen/Vehikeln einschlieBlich instilativer Applika- 
tion, andererseits als systemische Applikation zur oralen, transdermalen, intravenosen, subcutanen, intracutanen, intra- 
muskularen Anwendung in geeigneten Rezepturen bzw. in geeigneter Galenik. 
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Ausfiihrungsbeispieie 
Bei spiel 1 

Inhibierung der Proliferation von humanen Keratinozyten durch Inkubation nut synlheiischen DPIV-Inhibiloren 

Unserc Untersuchungtn zeiglen, daB humane Keratinozyten (sowohl adulle als auch neonatale) die DPIV/CD26 auf 
ihrer Obcrflache exprimieren (Tabelle 1). Dieser Nachweis erfogte inittels Durch fluBzytofluorimetrie und DPIV-Enzy- 
massay in vitro an drei unlcrschiedlichen adulten Keralinozytenkulturen (NHEK Ad, RUM. ROL) und einer neonatalen 
Kultur (NHEK Neo). 

Tabelle 1 

DP IV-Expression und Enzymaktivitat humaner KeraLinozytcnkulturen 





CD26-positive Zellen 
f%] 


DP IV-Aktivitat 
rpkat/10* Zellen] 


NHEK Ad 


36 ±6 


61 ± 13 


NHEK Neo 


25 ±4 


39 ± 10 


RUM 


34 ±3 


39±5 


ROL 


33 ±3 


84 ±7 



Diese Keratinozytenkulturen wurden mit unterschiedbchen Konzentrationen der synthetischen reversiblen DPIV-In- 25 
hibitoren Lys[Z(N0 2 )]-thiazolidid und Lys[Z(N02)]-pyrrolidid inkubierl und nach 12 Siunden die DNS-Synlhese ( 3 H- 
Thymidincinbau) gcmcsscn. 

Die Diagramme in Abb. 1 zeigen den EinfluB der synthetischen reversiblen DPIV-Inhibitoren Lys[Z(N02)]-thiazoli- 
did und Lys(Z(N02)]-pyrrolidid auf die DNS-Synthese humaner Keratinozyten. Wie aus diesen Diagrammen ersichtlich 
ist, hemmen die DP IV-Inhibitoren dosisabhangig die DNS-Synthese und damit die Zeilproliferation aller vier untersuch- 30 
ten Keralinozytenkulturen. Die Vitalitat der Zellen war nicht beeinfluBt (nicht dokumenu'ert). 

Beispiel 2 

Inhibierung der Proliferation der humanen Keratinozy tenzellinie HaCat durch Inkubation mit synthetischen DP IV-Inhi- 35 

bitoren 

Die humane Keratinozy tenzellinie HaCat, welche als Zellmodell fur die Psoriasis akzeptiert ist, exprimiert ebenfalls 
die DP IV auf ihrer Oberflache (21 ±4% CD26-positive Zellen, 30,2 ±5 pkat/1 Zellen). Das Diagramm in Abb. 2 zeigt 
den EinfluB der synthetischen reversiblen DPIV-Inhibitoren Lys[Z(N02)]-thiazolidid und Lys[^N02)]-pyrTolidid auf 40 
die DNS-Synthese der humanen HaCat-Zellinie. Entsprechend Abb. 2 hemmt eine Inkubation dieser Zellen mit den syn- 
thetischen DPIV-Inhibitoren Lys[Z(N02)Hhiazolidid, Lys[Z(N02)]-pyrrolidid oder Lys[Z(N0 2 )]-piperidid die DNS- 
Synthese und damit die Zeilproliferation dosisabhangig. Die Zellvitalitat ist durch die Inhibitoren unbeeinfluBt (nicht do- 
kumentiert). 
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z. B. nicht entziindLich 

- congenitale Ichthyosen 

- acquirierte Ichthyosen 
(parancoplast.) 

- Palmoplantarkeratosen 

- congenital 

- erworben/paraneoplast. 

- M. Darier 

- Epidennale Naevi 

- Cutis rhoniboidalis nuchae 

- Acanthosis nigricans 

- Pachydermie 
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Tabellc2 

epidennale Hyperproliferationszusiande 
z. B. entztindlich 

- Psoriasis und Subtypen einschlieBlich Nagel und Haare 

- Lichen ruber und Subtypen 

- Parapsoriasis-Gruppc 

- Keratosis lichenoides 

- Lichen simplex chronicus + reaktive lichenoide 
Hyperproliferationen (z. B. atopische Dermatitis) 

- lichenoide Reakiionen bei GvHD 

- ELVEN-Naevus 

- Lupus erythernatodes chron. disc./SCLE/SLE 

- Pityriasis rubra pilaris 

M Grover 

- Vitiligo 

- mit Hyperprouferation von Keratinozyten einhergehende Erythro- 
dermien 



umschriebene epidennale clonale Expansion 
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30 



benigne 

- HPV-assoziiert (Warzen/Condylome 

seborrhoische Keratosen 

- Hidroakanthomc/Poromc 

- Epidennalcysten 

- Milien 

- M. Gottron 



maligne 

- HPV-assoziierte Tumoren 

- aktinische Keratosen/Pracancerosen 

- M. Bowcn + Bowcn-C A 

- M Paget + Paget-CA 

- Plattenepithel-CA 
-Merkelcell-CA 



35 



follikulare Hyperproliferationszusiande 



40 



45 



benigne 

- Akne 

- akneiforme follikulare Reaktionen 

- Ulerythema ophryogenes 

- Keratosis follikularis 

- Steatocystoma multiplex 

- Hypertrichosen 

- Talgdriisen-Naevi 
Trichilemmalcysten 



maligne 

- Haarfollikelzelltumoren 

- Proliferierende Trichilemmalcysten 

- Mischtumoren 



50 



Tabelle 3 
cpitbeliale Adnextumoren 



benigne 

- Porom 

- syringoductale Turnoren 
55 - Hidraadenome 

- Spiradenome 

- Cylindrome 



maligne 

- ekkrine/apokrine CA's und Subtypen 

- Talgdriisen-CA 



fin 



primare und reaktive Nagelzellhyperproliferation 
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- congenital 

z. B. Pachyonychien 



nicht infektios 
erworben 

infektios bei Mykosen 



Patentanspruche 
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1. Verwendung von Inhibitoren dcr Dipeptidylpepiidase IV (DP IV)-Enzymaktivitat bzw. DP IV-analoger-Enzym- 
akiivilai zur ITcnmiung der Aklivierung und Proliferation von Kcraiinozylen und von maligne translbrrnicnen Kc- 
ralinozyten, also von von Keratinozyten abstanunendcn Tumorzcllcn. 

2. Verwendung gcniiiB Anspruch 1, dadurch gekennzeiehnet, daB die Inhibitoren der Dipeptidylpepiidase IV 
(DPIV)-Knzyniakiiviiiii bzw. DP TV-analoger Enzymakliviial zur Therapie von sowohl entziindlichen und nicht s 
cnlzundlichcn cpidcrmalen Hyperprolifcrationszuslanden (z.B. congeni tale lent hyosen und Psoriasis), benignen 
und nialignen umschricbcncn epidennalen clonalen Expansionen (z. B. Warzen, Condylome, aktinische Keralosen/ 
1>racaneerosen), benignen und nialignen Hyperprolifcrationszuslanden (z. B. Akne) als auch benignen und niali- 
gnen epiihelialen Adnexiuniorcn und primaren und rcaklivcn Nagelzellhyperproliferalione-n dienen. 

3. Verwendung gemaB Anspruch 1 oder 2, dadurch gekennzeiehnet, daB als Inhibitoren der Dipeptidylpepiidase IV io 
(DlMVHin/.yniakiiviial bzw. DP IV-analoger Enzymaktiviliil Aminosaurederivate, Peptide oder Peptidderivate 
b/.w. Konibinaiionen dcr genannten Effekloren verwcndel werden. 

4. Verwendung geniiiR Anspruch 1. 2 und 3, dadurch gekennzeiehnet, daft die Verbindungen synthetische DPTV- 
Inhibiioren, bevor/.ugi Xaa-Pro-Dipeptide, cnlsprcchcndc Pepiidderivate und deren Salze bzw. Aminosaurc (Xaa)- 
amide. enisprechendc Aminosaurcamiddcrivale und deren Salze sind, wobei Xaa eine a-Aminosaure bzw. ein a- 15 
Aminosjuralerival bevorzugt L-Tryptophan, Wsolcucin. L-Valin, N £ -4-NitJobenzyloxycarbonyi-L-Lysin ist und 

als Aniidsirukiur eyelische Amine z. B. Pyrrolidin, Piperidin, Thiazolidin und deren Derivate fungieren. 

5. Verwendung gemaB Anspruch 1 ? 2. 3 und 4. dadurch gekenn/.eiehnci, daB Aminosaureamide z.B. IS^^-Niuo- 
ben/vloNyejitH^nyl-I.-Lysin-lhiazolidid, -pyrrolidid und -piperidid sovvie das entsprechende 2-Cyanothiazolidid-, 
2-( , yjnopyrrolidid- und 2-Cyanopipcridid-Derivai hevor/ugi als DP IV-rnhibitoren eingesetzt werden. 20 
(i. T'harma/aiiisehe '/ubereitungen zur Bchandiung von /uslanden oder Siorungcn unler "Verwendung von Inhibi- 
loren der Dirx'piidvlpepiidasc IV (DP IV}-Enzyniaktiviia( b/.w. DP-analogcr En/yinaktivitat, die eine Hemmung 

der Aklivierung und Proliferation von Keratinozylcn und von maligne iransfonnierlen Keratinozyten bewirken. 

7. Phariiuzeuiische Zubercitung gemaB Anspruch 6 zur Bchandiung von dennatologischen Autoimmunerkrankun- 
gen mil hyperkeraiolischen Effioreszenzen (cutancr und sysiemischor Lupus crythematodes), von Psoriasis, von 25 
dmiiuuwonkologisclten Hrkrankungen (PlaLlenepithelkar/inoiii, Busaliom, Aktinische Prakanzerosen, Keratokanl- 
hom. u. a.) und von Ilyperkcratotischcn Erbkrankhciien (Ichiyoscnh 

8. Phamuzeulisehe Zubercitung nach Anspruch 6 oder 7. dadurch gekennzcichnet, daB die DP IV-Inhibitoren be- 
vor/ugi Subsianzcn gemaB Anspruch 4 und 5 sind. 

9. Verwendung von Inhibiiorcn oder pharraazeulischc Xubereiiung gemaB Anspriiche 1 bis 8 als topische Applika- 30 
tion in 1 'orm von z. IJ. ('rcmcs. Salben, Pasten, Gelcn, Losungcn. Sprays, Liposomen, Schuttelmixturen, Hydrokol- 
loidvcrbanden bzw. andercn dennatologischen Grundlagen/Vehikeln, einschlieBlich instilativer Applikation. 

10. Verwendung von Inhibitoren oder phannazeutischc Zuberciiung gemaB Anspruch 1 bis 8 als systemische An- 
wendung /.ur oralen, iransdermalen, intravenosen, suhcuiuncii, iutracutanen, intramuskularen Applikation in ent- 
sprcchenden Re/epturen b/.w. in geeigneter Galenik mil iibliehen Tragerstoffen, Hilfsmitteln und/oder Zusatzstof- 35 
fen. 
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